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沃 尔 巴克 氏 体 在 中 国 三 种 稳 飞 虱 中 的 感染 
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摘要 : 用 PCR 方法 检测 了 采集 于 不 同 地 域 稻田 的 3 种 稻 飞 乱 共 生 菌 沃 尔 巴克 氏 体 〈 本 1bacjiia) 的 感染 ， 发 现 灰 飞 乱 Zaodef- 
phax striatellus、 褐 飞 虱 Nilaparvata jugens、 白 背 飞盘 Sogatella fiurcifera 为 沃 尔 巴 克 氏 体 所 感染 。 克 隆 了 编码 沃 尔 巴 克 氏 体外 膜 
蛋白 质 的 wsp 基因 并 进行 了 序列 测定 。 对 wsp 的 RFLP 分 析 证 实 了 这 些 飞 虱 为 单一 沃 尔 巴 克 氏 体感 染 。 研 究 了 灰 飞 乔 中 沃 尔 
巴克 氏 体 所 诱导 的 胞 质 不 相 容 性 及 其 在 不 同 地 域 灰 飞 短 中 的 分 布 。 还 发 现 能 寄生 于 上 述 3 种 飞 虱 的 稻 剧 红 整 蜂 也 受 同 种 沃 
尔 巴 克 氏 体感 染 。 沃 尔 巴 克 氏 体 可 能 通过 这 种 寄生 蜂 在 不 同 昆虫 间 横 向 传播 。 
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Infection of Wolbachia in three planthopper species in China 

GAN Bo-Yi, ZHOU Wei-Guo, FENG Li-Bing, SHEN Da-Leng，LI Chang-Ben (State Key Laboratory of Genetic Engi- 
neering, School of Life Science, Fudan University, Shanghai 200433，China ) 

Abstract: The infection of the bacterial symbionts Wolbachia in 3 planthoppers was detected by PCR method. Laodel- 





phasx striatellus» Nilaparvata lugens and Sogatella furcifera were found to be infected with Wolbachia. The gene wsp， 
encoding the outer membrane protein of the symbiotic bacteria, was cloned and sequenced. The RFLP analysis confirmed 
that those planthoppers were infected with the single Wolbachia strain. The cytoplasmic incompatibility (CCI) induced by 
Wolbachia in Laodelphax striatellus and the distribution of Wolbachia in this insect from different regions were studied. 
A parasitic wasp, Haplogonatopus apicalis, which can parasitize the planthoppers, was found to be infected with the 


same Wolbachia. Wolbachia might transfer between different insect horizontally via this wasp. 
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沃 尔 巴克 氏 体 〈Roiaachia) 为 一 类 明和 母系 遗传 
的 细胞 内 生 细 菌 ， 感 染 多 种 节肢 动物 宿主 ， 目 然 界 
中 约 16% 的 昆 忠 物种 受 其 感染 (Werren，1997)。 
这 类 细菌 能 够 引发 宿主 多 种 生殖 异常 行为 ， 如 甲壳 
类 动物 中 雄性 基因 型 个 体 的 雌性 化 feminization》， 
胡 蜂 类 昆虫 孤 肉 生殖 〈parthenogenesis)， 而 最 常见 
的 一 种 则 是 胞 质 不 相 容 性 〈cytoplasmic incompatibili- 
ty CI》 《Werren，1997)。CI 通常 出 现在 两 种 交配 
情况 下 ， 即 感染 了 沃 尔 巴 克 氏 体 的 雄性 个 体 与 非 感 
染 的 峻 性 个 体 交 配 ( 单 同 CD， 或 与 感染 了 不 同 品 
系 的 沃 尔 巴 克 氏 体 的 上 肉 性 个 体 交 配 ( 双 同 CI) 
(0O’ Neill et al .，1990).。 这 两 类 交配 产生 的 后 代 在 胚 
台 发 育 的 早期 即 全 部 或 大 部 分 死亡 ， 而 其 它 组 合 方 
式 的 交配 则 产生 正常 数目 的 子 代 。 有 迹象 表明 ， 沃 
尔 巴克 氏 体 能 通过 某 种 未 知 机 制 修饰 昆虫 的 精细 
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胞 ， 而 只 有 同 种 沃 尔 巴 克 氏 体感 染 的 卵细胞 才能 补 
党 这 种 修饰 作用 《Bourtzis et al.，1998)。 

通过 对 宿主 生殖 系统 的 作用 ， 沃 尔 巴克 氏 体能 
够 有 效 地 侵入 宿主 群体 ， 而 不 需要 通过 感染 或 其 它 
的 水 平 转移 途径 。 在 沃 尔 巴 克 氏 体 扩 散 的 同时 ， 它 
能 够 带动 与 之 相 联 系 的 其 它 细胞 质 因 子 ， 如 线粒体 
等 ， 在 宿主 群体 中 传播 《Turelli et al.，1992)。 双 
向 CI 实际 上 形成 了 一 种 生殖 后 隔离 的 机 制 ， 有 可 
能 在 节肢 动物 种 间 分 化 过 程 中 起 重要 作用 。 

稻 飞 乱 《 同 妃 目 : 飞 息 科 ) 是 重要 的 农业 害 
和 虫 ， 常 取 食 危害 水 稻 ， 并 传播 多 种 水 稻 病 害 ， 如 灰 
飞 虱 是 水 稻 条 纹 叶 枯 病毒 《RstV》 的 媒介 体 ( 李 汝 
铎 等 ，1996)。 稻 飞 乱 的 防治 一 般 依 赖 于 化 学 杀 贝 
剂 ， 但 并 不 能 完全 控制 为 害 。 随 着 环保 及 抗 药性 品 
系 的 出 现 等 问题 的 不 断 加 剧 ， 人 们 开始 寻求 其 它 的 
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防治 策略 。 途 径 之 一 即 是 对 昆 忠 的 共生 菌 沃 尔 巴 克 
氏 体 进行 生物 工程 改造 《如 在 共生 菌 体内 转 入 和 表 
达 抗 病毒 基因 )， 并 利用 其 诱导 的 生殖 异常 行为 使 
这 种 转基因 昆虫 在 自然 界 传播 并 最 终 取代 自然 昆虫 
群体 《Beard et al.，1993)。 本 文 作 者 报道 了 3 种 
稻 飞 剧 被 沃 尔 巴克 氏 体感 染 的 情况 ， 明 确 了 灰 飞 壁 
Laodelphax striatellus 中 沃 尔 巴 殉 氏 体 诱 导 CI 的 特 
性 ， 在 此 基础 上 探讨 了 沃 尔 巴克 氏 体 水 平 传播 的 可 
能 机 制 。 


1 材料 与 方法 


1.1 材料 

灰 改 天 Laodelphax striatellus 分 别 采 集 于 北京 
《 通 县 )、 辽 宁 (铁岭;、 宁 夏 《 青 铜 峡 )、 四 川西 
昌 )、 上 海宝 山 )、 云 南 ( 楚 雄 ); 褐飞虱 Nilapa- 
rvata lugens 和 白 背 发 乱 Sogatella furcifera 采集 于 云 
南 ; 飞 重 寄生 蜂 为 稻 虱 红 歼 蜂 Haplogonatopus apica- 
ls， 来 集 于 云南 。 果 内 Drosophila simulans 品系 
(DSR》 0’ Neill et al.，1990〉 由 耶鲁 大 学 的 Scott 
0’ Neill 博士 提供 ， 该 品系 果 蝇 为 沃 尔 巴 殉 氏 体感 
染 ， 在 实验 中 用 作 阳 性 对 照 。DSRT 是 DSR 果 蝇 品 
系 经 四 环 素 处 理 所 得 品系 ， 不 为 沃 尔 巴 克 氏 体感 
染 ， 在 实验 中 作为 阴性 对 照 。 
1.2 PCR 扩 增 

模板 制备 参见 Zhou 等 〈1998) 的 方法 ， 扩 增 
wsp 基因 片段 使 用 的 引物 是 wsp 81F 《5”TGG TCC 
AAT AAG TGA TGA AGA AAC3’) 和 wsp 691R (5’ 
AAA AAT TAA ACG CTA CTC CA 3”)。 在 204L 反 应 
体积 中 进行 PCR 反应 ， 反 应 体系 为 13.5 pL ddH,0， 
2 uL 10 x Buffer (Promega), 2 nL 25 mmol/L MgClb,,， 
0.5 nL dNTPs《 每 种 10 mmolL7，0.5 pL 20 pmol/L 
的 正 同和 反 同 引物 及 一 个 单位 的 Tag 高 温 多 聚 酶 
《Promega)。PCR 反应 条 件 是 : 首先 在 94% 下 变性 
3 min; 然后 94%C 下 1min，55C 下 1min，72%C 下 
1 min 完 成 一 个 循环 ， 共 进行 35 次 循环 。 
1.3 基因 克隆 和 测序 

PCR 反应 结束 后 ， 在 72% 温 育 PCR 产物 90 
min。 直 接 吸取 1 5L PCR 反应 产物 与 pGEM-T 载体 
《Promega) 进行 连接 反应 ， 转 化 子 经 酶 切 鉴 定 正确 
后 测序 ， 每 个 品系 随机 测定 3 个 独立 克隆 的 序列 ， 
以 它们 的 一 致 顺序 为 准 。 
1.4 超 感 染 的 鉴定 

某 些 宿 主 被 不 止 一 种 沃 尔 巴克 氏 体毛 感染， 这 











种 现象 称 为 超 感 染 (Sinkins et al.，1995)。 为 了 确 
定 稻 飞 剧 及 其 寄生 蜂 是 否 被 多 种 沃 尔 巴 殉 氏 体感 
染 ， 用 针对 wCon《〈 见 结果 2.1) 品系 wsp 基因 特有 
的 酶 切 位 点 Bgl [ 《Promega》 进行 RFLP 分 析 ， 即 
取 10 nL PCR 产物 作 酚 /氯仿 抽 提 ， 乙 醇 沉 演 后 游 
于 17 wuL 了 开 0 中 进行 酶 切 反 应 ， 反 应 液体 系 是 : 
PCR 产物 加 于 0 17 pL，10 x 缓冲 液 2 pL，Bei TI 
1 54, 在 37% 温 育 1 bh 后， 上 样 于 w=3% 的 琼脂 糖 
凝 胶 《NuSieve，FMC BioProducts 公司 )， 电 泳 后 省 
化 乙 锭 染色 ， 紫 外 灯 下 观察 并 拍照 。 
1.5 交配 

将 预定 用 于 交配 的 灰 飞 午 $ 龄 若虫 ， 每 试管 中 
放 1 头 ， 待 羽化 后 取 肉 雄 各 1 头 移入 同一 试管 饲 
养 ，$ 天 后 取出 成 虫 进 行 PCR 检测 ，14 天 后 统计 
若虫 的 数目 。 


2 结果 和 讨论 


2.1 3 种 稻田 飞 虱 及 其 寄生 蜂 受 沃 尔 巴克 氏 体 感染 

以 wsp 81F 和 wsp 691R 为 引物 的 PCR 反应 从 宁 
夏 以 外 的 $ 个 灰 飞 剧 地 理 种 群 样品 和 神 飞 乔 、 白 背 
飞 恒 及 寄生 蜂 样品 中 均 扩 增 出 长 约 600 bp 的 片段 
《图 1)。 测 序 结 果 表 明 来 自 这 几 种 昆虫 的 wsp 基因 
片段 的 序列 完全 一 样 ， 而 且 和 wCon 品系 沃 尔 巴 克 
氏 体 《GenBank 索引 号 AF020080) 的 wsp 基因 的 序 
列 完全 相同 《Hoffmann et ail.，1990)。 

wCon 品系 的 wsp 基因 片段 能 特异 地 被 Bel 本 酶 
切 ， 产 生 大 小 分 别 为 104 bp 和 507 bp 的 2 个 片段 。 
如 果 检 测 的 昆虫 不 止 被 1 种 沃 尔 巴克 氏 体 感染 ， 
PCR 产物 经 酶 切 后 则 可 观察 到 3 个 片段 ， 其 大 小 分 
别 为 600 bp 左右 《不 能 被 酶 解 的 其 它 品系 的 wsp 基 
因 片 段 )、131 bp 和 468 bp《 被 酶 解 的 wCon 品系 的 
wsp 基因 片段 )。 如 图 2 所 示 ， 从 这 些 昆虫 中 扩 增 
的 wsp 基因 片段 均 能 被 Bol [I 完全 酶 切 ， 表 明 在 这 
些 昆 虫 中 只 存在 1 种 沃 尔 巴克 氏 体 。 阳 性 对 照 DSR 
中 的 沃 尔 巴克 氏 体 属于 另 一 品系 ， 其 wsp 基因 片段 
不 为 Begl 工 酶 解 。 
2.2 不 同 地 区 灰 飞 虱 的 沃 尔 巴 克 氏 体感 染 率 

对 中 国 的 辽宁 、 北 京 、 宁 夏 、 四 川 、 上 海 、 云 
南 种 群 的 沃 尔 巴 克 氏 体感 染 率 进行 了 PCR 检测 ， 
引物 为 wsp 81F 和 wsp 691R， 结 果 如 表 1 所 示 。 

中 国 的 辽宁 、 北 京 、 上 海 和 云南 的 灰 飞 剧 的 沃 
尔 巴克 氏 体 感染 率 均 接近 100%， 四 川 为 58.6%， 
而 宁夏 为 0。 在 我 国 形成 了 周边 地 区 沃 尔 巴 殉 氏 体 
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图 1 wsp 基因 片段 的 扩 雯 

Fig. 1 Amplification of the wsp gene fragment 
M. 分 子 量 参 照 molecular weight marker;: 1. 亦 飞 乱 【 北 京 ) 工 . 
striatellus ( Beijing); 2. 灰 飞 避 (辽宁? 工 , swriomvellus ( Liaoning): 
3, 灰 飞 虱 “宁夏 )》 工 strievallus ( Ningxia); 4. 灰 飞 玫 《 四 川 ?L. 
striatellus 《Sichuan); 5. 上 次 飞 融 “上海 》 工 . striatellus (Shanghai): 
6. 灰 飞 虱 (人 云南》 工 . striatellus (Yunnan); ?7, 神 飞 改 NN jugens: 

8. 和 白 背 飞天 S. firaifera: 9. 稻 虱 红 小 蜂 Hapicalis 
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图 2 wsp 基因 片段 的 RFLP 分 析 
Fig. 2 RFLP analysis of the wsp gene fragment 
M. 分 子 量 和 参照 molecular weight marker; 1. 浆 飞 融 《 北 京 》 工 . 
swriarelius (Beijing); 2. 次 飞 性 【辽宁 ) ,striatellus (Liaoning) : 
3. 次 飞 副 《四 川 》 工 ,striezallus (Sichuan); 4. 浆 飞 者 《上海 》 工 . 
spiatellus (Shanghai); 5， 砍 飞 下 【云南 ) 工 ，strioteljas ( Yumnan):; 
6. 神 飞 下 Ngens; 7. 白 背 飞 下 9S. freifera: 8. 稻 虱 红 效 蜂 
H. apicalis: 9. DSR 


表 1 各 地 区 灰 飞 必 的 沃 尔 巴 克 氏 体感 染 率 
Tablel Wolbachia infection rates in L. striatellis from ditfferent repions 


总 数 Total number 
地 区 Region 

口 oO 

二 ey 于 
云南 Yomnan 25 25 23 
上 海 Shanghai 25 25 23 
北京 Beijing 25 25 24 
宁夏 Ningxia 20 19 0 
辽宁 Liaoning 22 21 21 
| Sichuan 11 18 3? 


Wol* 为 沃 尔 巴 克 氏 体 阳 性 ”Wal* represents Woibachia postive 


的 感染 率 高 《如 辽宁 、 北 京 、 上 海 和 云南 )， 而 内 
陆地 区 感染 率 低 《如 四 川 )， 或 是 未 被 感染 《如 宁 
夏 ) 的 格局 。 
2.3 不 同 地 区 灰 飞 虱 交配 后 代 的 细胞 质 不 共和 性 

取 上 上海、 云南、 北京、 辽宁 、 四 川 灰 飞 虱 进行 
交配 。 配 对 S$ 天 后 取出 成 虫 进行 PCR 检测 ， 并 记 
录 户 代 的 个 体 数 《 表 2)。 

感染 沃 尔 巴克 氏 体 的 肉 虫 与 任何 雄 虫 交配 均 有 
后 代 出 现 ;， 而 未 感染 沃 尔 巴 克 氏 体 的 肉 虫 只 能 在 与 
未 感染 的 雄 虫 交配 时 ， 才 有 六 代 出 现 。 从 表 2 中 
可 以 看 出 ， 各 地 区 间 的 灰 飞 虱 交配 结果 ， 均 符合 
CI 的 表现 规律 ， 但 是 在 某 些 组 合 《 如 云南 x 辽 宁 ) 
中 ， 昌 有 和 若虫 出 现 ， 但 其 数量 很 少 。 我 们 曾经 推测 
这 可 能 是 由 于 感染 了 不 同 的 Wolbachia 造成 的 ， 或 
者 是 某 种 灰 及 列 中 含有 不 只 一 种 Wolbachia。 但 是 
RFLP 分 析 否 定 了 这 两 种 假设 。 也 许 其 原因 在 于 宿 


Wolt 感染 率 【 骆 ) Rate of infection 总 百分率 【的 ) 
es 
19 92.0 76.0 84.0 
20 92.0 80.0 86.0 
25 96.0 100 98.0 
0 0 0 0 
20 个 汪汪 42 95.3 
10 63.6 $5.6 $8.6 


主 方面 ， 两 地 灰 尺 到 由 于 地 理 上 的 隔绝 ， 已 经 形成 
了 一 定 程 度 的 生 第 隔离 。 
2.4 沃 尔 巴 克 氏 体 水 平 传播 的 可 能 机 制 

如 果 沃 尔 巴 克 氏 体 的 传播 严格 局 限于 霍 直 方 
式 ， 则 会 与 宿主 共 进 化 ， 其 系统 发 生 应 与 宿主 的 系 
统 发 生 表 现 出 对 应 关系 。 亲 缘 关 系 近 的 宿主 应 该 被 
相似 的 沃 尔 巴 克 氏 体 所 感染 。 但 是 实际 观察 的 结果 
却 远 非 如 此 。0"Neil 等 《1994) 观察 到 沃 尔 巴克 
氏 体 的 分 子 系统 发 生 与 宿主 的 系统 发 生 不 一 致 。 最 
近 ，Heath 等 《1999) 在 实验 室 条 件 下 ， 成 功 地 实 
现 了 利用 寄生 性 昆虫 在 不 同 昆虫 宿主 间 传 播 沃 尔 巴 
克 氏 体 ， 在 本 研究 中 ， 灰 及 到 、 百 背 飞 玛 、 福 发 乔 
属于 不 同属 的 昆虫 ， 而 它们 感染 的 沃 尔 巴克 氏 体 有 具 
有 完全 一 样 的 wsp 基因 序列 ，wsp 基因 是 目前 已 知 
的 沃 尔 巴 殉 氏 体内 多 态 性 最 高 的 基因 ， 因 此 完全 有 
理由 认为 这 几 种 昆虫 感染 了 同 种 或 极为 接近 的 活 尔 
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表 2 不 同 地 区 灰 飞 虱 的 交配 实验 结 
Table 2 Cross experiments of L. striatellis 


from different regions 


Fi 代 若虫 数 
衬 Wal A Wal 
Number of Fi larvae 
云南 Yunnan + 上 海 Shanghai + 63 
北京 Beijing + 39 
四 川 Sichuan + 71 
辽宁 Liaoning + 3 
宁夏 Ningxia 一 37 
上 海 Shanghai + 云南 Yannan + 19 
北京 Beijing + 78 
辽宁 Liaoning + 47 
宁夏 Ningxia 一 29 
辽宁 Liaoning + 上 海 Shanghai + 59 
云南 Yunnan + 29 
上 海 Shanghai  - 39 
四 川 Sichuan - 51 
北京 Beijing + 上 海 Shanghai + 15 
辽宁 Liaoning + 21 
四 川 Sicpuan + 辽宁 Liaoning + 61 
四 川 Sichuan  - 云南 Yunnan + 0 
辽宁 Liaoning + 0 
宁夏 Ningxia 一 宁夏 Ningxia 一 4 
上 海 Shanghai + 0 
云南 Yunnan + 0 
北京 Beijing + 0 
辽宁 Liaoning + 0 
四 川 Sichuan  - 23 
Wal 为 沃 尔 巴 克 氏 体 共生 菌 ; + 为 阳性 ，- 为 阴性 
Woal represents Wolbachia; + represents positive; 一 represents negative 


巴克 氏 体 。 这 种 现象 只 有 可 能 通过 横向 传播 实现 。 
我 们 在 能 同时 感染 这 三 种 昆 忠 的 寄生 蜂 稻 乔 红 歼 蜂 
中 发 现 了 同 种 沃 尔 巴 克 氏 体 的 感染 ， 这 上 暗示 了 一 种 
可 能 的 沃 尔 巴 克 氏 体 横 向 传播 途径 ， 即 通过 寄生 蜂 
传播 。 事实 上 ，Schilthuizen 等 “1997〉 的 研究 已 经 
发 现 感染 寄生 蜂 的 沃 尔 巴 克 氏 体 经 常 与 其 宿主 的 沃 


尔 巴 克 氏 体 极为 相似 。 也 许 ， 这 是 沃 尔 巴克 氏 体 横 
癌 传 播 的 一 种 常见 机 制 。 


致谢 感谢 云南 楚雄 植物 保护 站 为 本 项 研究 提供 的 
各 种 便利 。 
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